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　　［摘要］　目的　观察早期骨关节炎（ｏｓｔｅｏａｒｔｈｒｉｔｉｓ，ＯＡ）软骨细胞中ｍｉＲＮＡ１４０的表达规律以及转染ｄｓｍｉＲＮＡ１４０对

软骨细胞功能的影响。方法　建立兔ＯＡ模型，获得正常软骨细胞（Ａ组）和４周（Ｂ组）、８周（Ｃ组）ＯＡ软骨细胞，应用实时

定量ＰＣＲ和蛋白质印迹法检测各组ｍｉＲＮＡ１４０相对表达量以及Ⅱ型胶原蛋白（Ｃｏｌ２ａ１）和金属蛋白酶１３（ＭＭＰ１３）的表达情

况。各组软骨细胞转染ｄｓｍｉＲＮＡ１４０后，观察细胞Ｃｏｌ２ａ１、ＭＭＰ１３的表达情况。结果　Ｂ组、Ｃ组软骨细胞 ｍｉＲＮＡ１４０

的表达和Ａ组相比分别下降到６３％和５７％（犘＜０．０１），而Ｂ组和Ｃ组软骨细胞 ｍｉＲＮＡ１４０的表达差异无统计学意义（犘＞

０．０５）；Ｂ、Ｃ两组细胞犆狅犾２犪１ｍＲＮＡ的表达和Ａ组相比分别减少了５２％和６３％（犘＜０．０１），Ｂ、Ｃ两组软骨细胞犕犕犘１３ｍＲ

ＮＡ的表达和Ａ组相比分别升高了３．０１倍和４．１５倍（犘＜０．０１）。转染ｄｓｍｉＲＮＡ１４０后，Ｂ、Ｃ两组细胞犆狅犾２犪１ｍＲＮＡ的表

达分别增加了６０％和１２７％（犘＜０．０１），Ｂ、Ｃ两组 犕犕犘１３ｍＲＮＡ的表达在转染后是转染前的５４．５３％和４２．６１％（犘＜

０．０１）。Ｃｏｌ２ａ１和 ＭＭＰ１３蛋白表达水平变化趋势与ｍＲＮＡ一致。结论　ＯＡ早期关节软骨 ｍｉＲＮＡ１４０的表达显著减少；

转染ｄｓｍｉＲＮＡ１４０可增加软骨细胞Ｃｏｌ２ａ１表达，同时降低 ＭＭＰ１３的表达。
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第６期．周新华，等．ｍｉＲＮＡ１４０在早期骨关节炎软骨细胞中的表达规律及功能研究 ·６１１　　 ·

　　骨关节炎（ｏｓｔｅｏａｒｔｈｒｉｔｉｓ，ＯＡ）是多因素所致的

软骨退行性病变，疼痛和畸形严重影响了患者的生

活质量，目前原因仍不清楚。在骨骼系统，ｍｉＲＮＡ

在蛋白翻译水平精细调控软骨细胞的分化，深刻影

响软骨的生长发育［１２］。目前研究发现 ｍｉＲＮＡ１４０

在晚期ＯＡ软骨细胞中表达显著降低
［２］，但其在早

期ＯＡ中的表达以及作用尚不清楚。本研究拟观察

早期ＯＡ软骨细胞 ｍｉＲＮＡ１４０的表达规律以及转

染外源性双链 ｍｉＲＮＡ１４０（ｄｓｍｉＲＮＡ１４０）对软骨

细胞功能的影响。

１　材料和方法

１．１　动物模型　成年新西兰大白兔２０只，雌雄比

为１∶１，购自重庆市渝达实验兔场，许可证号：

ＳＣＸＫ（渝）２００７０００９。参照Ｐｉｃｋａｒｓｋｉ等
［３］的前交叉

韧带切断术（ａｎｔｅｒｉｏｒｃｒｕｃｉａｔｅｌｉｇａｍｅｎｔｔｒａｎｓｅｃｔｉｏｎ，

ＡＣＬＴ）方法，制作成年兔ＯＡ模型：动物麻醉后右膝

关节周围用电动剃刀剪毛，碘伏消毒，做髌骨内侧小

切口，将髌骨外翻并屈曲膝关节，显露出前交叉韧

带，用眼科剪将其切断，冲洗关节，闭合关节囊和皮

肤，肌注抗生素１次。动物自由活动，分笼饲养。以

兔右膝关节为实验侧，左膝为正常对照侧，设定模型

建立后４周右膝为Ｂ组（狀＝１０），８周右膝为Ｃ组

（狀＝１０），左膝自身对照为Ａ组（狀＝１０）。

１．２　细胞培养　兔处死后无菌条件下切开关节收

集关节软骨，收集的软骨组织切成１～２ｍｍ
３大小的

碎片，室温下分别用０．２％胰蛋白酶和０．２％Ⅱ型胶

原酶消化３０ｍｉｎ和２ｈ，将获得的细胞在含１０％胎

牛血清、１００Ｕ／ｍＬ青霉素、１００μｇ／ｍＬ链霉素的

ＤＭＥＭ／Ｆ１２培养液中培养。原代细胞单层培养。

１．３　软骨细胞转染ｄｓｍｉＲ１４０　采用ｄｓｍｉＲ１４０

序列模拟内源性ｍｉＲ１４０。先合成２条ＲＮＡ寡核苷

酸序列５′ＣＡＧＵＧＧＵＵＵＵＡＣＣＣＵＡＵＧＧＵＡＧ

３′和５′ＡＣＣＡＣＡＧＧＧＵＡＧＡＡＣＣＡＣＧＧＡＣ３′，

退火后获得ｄｓｍｉＲ１４０（由上海吉玛生物公司合成）。

按照Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）操作手册进行细

胞转染，每次实验使用相同浓度的ＳｉｌｅｎｃｅｒＮｅｇａｔｉｖｅ

Ｃｏｎｔｒｏｌ＃１ｓｍａｌｌｉｎｔｅｒｆｅｒｉｎｇＲＮＡ（Ａｍｂｉｏｎ）转染作为

对照。

１．４　实时定量ＰＣＲ检测 ｍｉＲＮＡ和 ｍＲＮＡ的表

达　根据ＴＲＩｚｏｌ试剂盒（北京博凌科为生物科技有

限公司）说明书提取软骨细胞总ＲＮＡ。ｍｉＲＮＡ的

检测：取２５ｎｇ总ＲＮＡ，使用茎环结构反转录引物

５′ＧＴＣＧＴＡ ＴＣＣ ＡＧＴ ＧＣＡ ＧＧＧ ＴＣＣ ＧＡＧ

ＧＴＡＴＴＣＧＣＡＣＴＧＧＡＴＡＣＧＡＣＣＴＡＣＣＡ３′

进行反转录反应，然后９５℃孵育１０ｍｉｎ使反转录

酶失活。实时定量 ＰＣＲ 在 ７５００ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ

Ｓｙｓｔｅｍ （Ａｐｐｌｉｅｄ Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ，美 国 ）中 进 行，

ｍｉＲＮＡ１４０检测的上游引物为５′ＧＣＣＴＣＡＧＴＧ

ＧＴＴＴＴＡＣＣＣＴＡ３′，下游引物为５′ＧＴＧＣＡＧ

ＧＧＴＣＣＧＡＧＧＴ３′。

Ⅱ型 胶 原 蛋 白 （Ｃｏｌ２ａ１）、金 属 蛋 白 酶 １３

（ＭＭＰ１３）ｍＲＮＡ的检测：应用 ＲｅａｄｙｔｏＧｏＹｏｕ

ＰｒｉｍｅＦｉｒｓｔＳｔｒａｎｄＢｅａｄｓ（ＧＥＨｅａｌｔｈｃａｒｅ，英国）试

剂盒将总 ＲＮＡ 反转录成ｃＤＮＡ。使用 ＴａｑＭａｎ

ＧｅｎｅＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎＡｓｓａｙ进行实时定量ＰＣＲ分析，

犆狅犾２犪１探针为 Ｈｓ００１６４００４＿ｍ１，犕犕犘１３探针为

Ｈｓ００２３３９９２＿ｍ１。以犝１８和犌犃犘犇犎 基因作为内

参对 照。犆狅犾２犪１ 引 物 序 列：５′ＴＣＣ ＴＡＡ ＧＧＧ

ＴＧＣＣＡＡ ＴＧＧ ＴＧＡ３′（上游），５′ＡＧＧ ＡＣＣ

ＡＡＣＴＴＴＧＣＣＴＴＧＡＧＧＡＣ３′（下游）；犕犕犘１３

引物序列：５′ＴＣＣ ＣＡＧ ＧＡＡ ＡＡＴ ＡＧＣ ＴＧＡ

ＧＡＡ ＣＴＴ３′（上 游），５′ＡＡＡ ＣＣＣ ＡＡＡ ＴＧＣ

ＴＴＣＡＡＡＧＡＣＡＧ３′（下游）；犌犃犘犇犎 引物序列：

５′ＧＣＡＣＣＧＴＣＡＡＧＧＣＴＧＡＧＡＡＣ３′（上游），

５′ＴＧＧＴＧＡＡＧＡＣＧＣＣＡＧＴＧＧＡ３′（下游）；

犝１８引物序列：５′ＧＣＡＧＴＣＣＧＣＡＣＡＣＡＧＴＡＴ

ＣＴＧ ＡＣＧ ＡＴＡ ＧＣＡ３′（上游），５′ＧＣＧ ＡＧＣ

ＴＣＧＴＣＣＡＡＣＣＧＡＡＴＡＴＡ３′（下游）。

１．５　蛋白质印迹检测Ｃｏｌ２ａ１和 ＭＭＰ１３蛋白表

达　用ＰＢＳ漂洗软骨细胞，加入适量预冷的细胞裂解

液，收集蛋白裂解液至 ＥＰ管中，超声裂解后，４℃

２９２０×犵离心２０ｍｉｎ，收集上清。ＢＣＡ法测定蛋白浓

度后，取等量总蛋白（约８０μｇ）的样品，加入上样缓冲

液混匀后１００℃变性１０ｍｉｎ，上样进行１０％ ＳＤＳ

ＰＡＧＥ。电泳结束后使用ＢｉｏＲａｄＭｉｎｉ湿式转移电泳

槽以恒流２００ｍＡ转膜２ｈ至ＰＶＤＦ膜，５％脱脂奶粉

（０．１％ＴＢＳＴ配制）室温封闭３ｈ，ＴＢＳＴ漂洗３次后

加入一抗（Ｃｏｌ２ａ１大鼠抗兔单克隆抗体１∶５００，ＭＭＰ

１３大鼠抗兔单克隆抗体１∶５００，ＰＩＥＲＣＥ公司），４℃

孵育过夜。ＴＢＳＴ漂洗３次后，加辣根过氧化物酶标

记的二抗，室温孵育１ｈ，ＴＢＳＴ漂洗３次，ＥＣＬ显影。

以βａｃｔｉｎ作为内参对照。

１．６　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１３．０软件进行统计

学分析，数据用珔狓±狊表示，组间比较采用狋检验，检
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验水准（α）为０．０５。

２　结　果

２．１　ＯＡ 关节软骨细胞 ｍｉＲＮＡ１４０的表达变

化　由图１可见，早期 ＯＡ关节软骨细胞 ｍｉＲＮＡ

１４０的表达显著减少，４周（Ｂ组）时，下降到正常值

（Ａ组）的６３％，８周（Ｃ组）下降到５７％，Ｂ、Ｃ组和

Ａ组比较差异有统计学意义（犘＜０．０１），Ｂ组和Ｃ组

之间比较差异无统计学意义（犘＞０．０５）。

２．２　 转染 ｄｓｍｉＲＮＡ１４０ 对 ＯＡ 关 节 软 骨 细

胞Ｃｏｌ２ａ１ｍＲＮＡ和蛋白表达的影响　由图２可见，

Ｂ组细胞犆狅犾２犪１ｍＲＮＡ的表达量与Ａ组比较降低

了５２％，Ｃ组与Ａ组比较降低了６３％，Ｂ组、Ｃ组和

Ａ组比较差异均有统计学意义（犘＜０．０１），Ｂ组和Ｃ

组之间差异无统计学意义（犘＞０．０５）。Ａ、Ｂ、Ｃ３组

细胞转染ｄｓｍｉＲＮＡ１４０后，Ａ组犆狅犾２犪１ｍＲＮＡ的

表达未发生明显变化，Ｂ组转染后犆狅犾２犪１ｍＲＮＡ的

表达增加了６０％，Ｃ组转染后犆狅犾２犪１ｍＲＮＡ的表达

增加了１２７％，Ｂ、Ｃ两组与转染前相比差异均有统计

学意义（犘＜０．０１），而Ｂ组与Ｃ组转染后犆狅犾２犪１ｍＲ

ＮＡ的表达差异无统计学意义（犘＞０．０５）。

正常关节软骨细胞（Ａ组）Ｃｏｌ２ａ１蛋白表达较

多，转染ｄｓｍｉＲ１４０前后差异不大；ＯＡ关节软骨细

胞（Ｂ、Ｃ组）Ｃｏｌ２ａ１蛋白表达减少，但在转染ｄｓｍｉＲ

１４０后表达增加明显（图３）。

２．３　转染ｄｓｍｉＲＮＡ１４０对 ＯＡ 关节软骨细胞

ＭＭＰ１３ｍＲＮＡ和蛋白表达的影响　由图４可见，

Ｂ组细胞犕犕犘１３ｍＲＮＡ的表达量和Ａ组比较增

加了３．０１倍，Ｃ组和 Ａ组比较增加了４．１５倍，Ｂ

组、Ｃ组和 Ａ 组比较差异均有统计学意义（犘＜

０．０１），Ｂ组和 Ｃ组之间差异无统计学意义（犘＞

０．０５）。Ａ、Ｂ、Ｃ３组细胞转染ｄｓｍｉＲＮＡ１４０后，Ａ

组犕犕犘１３ｍＲＮＡ的表达未发生明显变化，Ｂ组转

染后犕犕犘１３ｍＲＮＡ的表达是转染前的５４．５３％，

Ｃ组转染后 犕犕犘１３ｍＲＮＡ 的表达是转染前的

４２．６１％，Ｂ、Ｃ两组与转染前相比差异均有统计学意

义（犘＜０．０１），而Ｂ组与Ｃ组转染后犕犕犘１３ｍＲ

ＮＡ的表达差异无统计学意义（犘＞０．０５）。

正常关节软骨细胞（Ａ组）ＭＭＰ１３蛋白表达量

较低，转染ｄｓｍｉＲ１４０后 ＭＭＰ１３蛋白表达变化不

大；Ｂ组和Ｃ组在转染前 ＭＭＰ１３蛋白表达丰富，尤

其Ｃ组丰度更大，转染ｄｓｍｉＲ１４０后Ｂ组和Ｃ组

ＭＭＰ１３蛋白表达显著降低，接近Ａ组丰度（图３）。

图１　各组软骨细胞犿犻犚犖犃１４０的表达（实时定量犘犆犚）

犉犻犵１　犈狓狆狉犲狊狊犻狅狀狊狅犳犿犻犚犖犃１４０犻狀犮犺狅狀犱狉狅犮狔狋犲狊狅犳犲犪犮犺

犵狉狅狌狆狊犪狊犱犲狋犲犮狋犲犱犫狔狉犲犪犾狋犻犿犲狇狌犪狀狋犻狋犪狋犻狏犲犘犆犚

Ａ：Ｎｏｒｍａｌｃｈｏｎｄｒｏｃｙｔｅｓ；Ｂ，Ｃ：Ｃｈｏｎｄｒｏｃｙｔｅｓｗｅｒｅｃｏｌｌｅｃｔｅｄ

ｆｒｏｍ４ｗｅｅｋｓａｎｄ８ｗｅｅｋｓｏｓｔｅｏａｒｔｈｒｉｔｉｃｒａｂｂｉｔｓ，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅ

ｌｙ．犘＜０．０１．狀＝１０，珔狓±狊

图２　各组软骨细胞犆狅犾２犪１犿犚犖犃的表达（实时定量犘犆犚）

犉犻犵２　犈狓狆狉犲狊狊犻狅狀狅犳犆狅犾２犪１犿犚犖犃犻狀犮犺狅犱狉狅犮狔狋犲狊狅犳

犲犪犮犺犵狉狅狌狆犫狔狉犲犪犾狋犻犿犲狇狌犪狀狋犻狋犪狋犻狏犲犘犆犚

Ａ：Ｎｏｒｍａｌｃｈｏｎｄｒｏｃｙｔｅｓ；Ｂ，Ｃ：Ｃｈｏｎｄｒｏｃｙｔｅｓｗｅｒｅｃｏｌｌｅｃｔｅｄ

ｆｒｏｍ４ｗｅｅｋｓａｎｄ８ｗｅｅｋｓｏｓｔｅｏａｒｔｈｒｉｔｉｃｒａｂｂｉｔ，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ．

－：ＷｉｔｈｏｕｔｄｓｍｉＲＮＡ１４０ｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ；＋：ＷｉｔｈｄｓｍｉＲ

ＮＡ１４０ｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ．犘＜０．０１．狀＝１０，珔狓±狊

图３　各组软骨细胞 犕犕犘１３和犆狅犾２犪１蛋白的表达

（蛋白质印迹分析）

犉犻犵３　犕犕犘１３犪狀犱犆狅犾２犪１狆狉狅狋犲犻狀犲狓狆狉犲狊狊犻狅狀犻狀犮犺狅狀犱狉狅犮狔狋犲狊狅犳

犲犪犮犺犵狉狅狌狆犪狊犱犲狋犲犮狋犲犱犫狔犠犲狊狋犲狉狀犫犾狅狋狋犻狀犵犪狀犪犾狔狊犻狊

Ａ：Ｎｏｒｍａｌｃｈｏｎｄｒｏｃｙｔｅｓ；Ｂ，Ｃ：Ｃｈｏｎｄｒｏｃｙｔｅｓｗｅｒｅｃｏｌｌｅｃｔｅｄ

ｆｒｏｍ４ｗｅｅｋｓａｎｄ８ｗｅｅｋｓｏｓｔｅｏａｒｔｈｒｉｔｉｃｒａｂｂｉｔｓ，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅ

ｌｙ．－：ＷｉｔｈｏｕｔｄｓｍｉＲＮＡ１４０ｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ；＋：Ｗｉｔｈｄｓ

ｍｉＲＮＡ１４０ｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ
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图４　各组软骨细胞犕犕犘１３犿犚犖犃表达（实时定量犘犆犚）

犉犻犵４　犈狓狆狉犲狊狊犻狅狀狅犳犕犕犘１３犿犚犖犃犻狀犮犺狅狀犱狉狅犮狔狋犲狊

狅犳犲犪犮犺犵狉狅狌狆犪狊犱犲狋犲犮狋犲犱犫狔狉犲犪犾狋犻犿犲狇狌犪狀狋犻狋犪狋犻狏犲犘犆犚

Ａ：Ｎｏｒｍａｌｃｈｏｎｄｒｏｃｙｔｅｓ；Ｂ，Ｃ：Ｃｈｏｎｄｒｏｃｙｔｅｓｗｅｒｅｃｏｌｌｅｃｔｅｄ

ｆｒｏｍ４ｗｅｅｋｓａｎｄ８ｗｅｅｋｓｏｓｔｅｏａｒｔｈｒｉｔｉｃｒａｂｂｉｔｓ，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅ

ｌｙ．－：ＷｉｔｈｏｕｔｄｓｍｉＲＮＡ１４０ｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ；＋：Ｗｉｔｈｄｓ

ｍｉＲＮＡ１４０ｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ．犘＜０．０１．狀＝１０，珔狓±狊

３　讨　论

ＯＡ的发病原因尚不清楚，ＯＡ 软骨细胞中

ｍｉＲＮＡ的异常变化引起了广泛关注
［４７］，了解其机

制将为更深入地研究 ＯＡ的发病原因提供新的思

路。ｍｉＲＮＡ１４０是胚胎软骨发育期仅在软骨组织

中表达的一种 ｍｉＲＮＡ
［８１４］，随着软骨细胞分化发育

成熟，细胞内 ｍｉＲＮＡ１４０表达也增强，研究表明正

常关节软骨细胞中 ｍｉＲＮＡ１４０的表达比骨髓基质

干细胞（ＭＳＣｓ）高２倍以上
［９］。缺乏ｍｉＲＮＡ１４０的

小鼠出生后骨骼发育畸形，关节软骨细胞凋亡［９，１２］。

而敲除ｍｉＲＮＡ１４０基因，关节软骨则很快发生老年

性改变［９］，所以ｍｉＲＮＡ１４０是软骨细胞生长发育和

功能维持最重要的ｍｉＲＮＡ之一。

研究发现晚期ＯＡ 软骨细胞内 ｍｉＲＮＡ１４０表

达显著减少［８１１］，导致ＯＡ中多种降解软骨组织的酶

增加，如解整链蛋白金属蛋白酶（ＡＤＡＭＴＳ５，ｄｉｓｉｎ

ｔｅｇｒｉｎａｎｄｍｅｔａｌｌｏｐｒｏｔｅｉｎａｓｅｗｉｔｈｔｈｒｏｍｂｏｓｐｏｎｄｉｎ

ｍｏｔｉｆｓ）高表达
［９］，最终软骨组织降解破坏。但早期

ＯＡ软骨细胞ｍｉＲＮＡ１４０变化情况目前不太清楚。

本研究制作早期的ＯＡ关节模型，观察８周内关节

软骨细胞ｍｉＲＮＡ１４０的变化情况，结果显示在ＯＡ

４周时软骨细胞内 ｍｉＲＮＡ１４０的表达就明显下降，

８周时下降更明显，提示 ｍｉＲＮＡ１４０在早期ＯＡ软

骨细胞内即迅速降低，而且降低幅度较大，这种减少

的情况和程度可能一直持续到晚期 ＯＡ软骨细胞。

早期ＯＡ软骨细胞中 ｍｉＲＮＡ１４０表达下降原因不

清楚，有研究表明ＩＬ１β和其他相关细胞因子会显著

抑制ｍｉＲ１４０的表达
［９］，推测生物力学、遗传、创伤、

感染等因素可能会作用在一个共同的通路上造成早

期ＯＡ软骨细胞内ｍｉＲＮＡ１４０下降，其机制有待进

一步研究。

本研究同时还观察了Ｃｏｌ２ａ１和 ＭＭＰ１３的表

达变化。Ｃｏｌ２ａ１表达是软骨细胞功能的重要标志，

它的下降预示关节软骨开始发生退变，而这个时候

影像学表现可能没有任何改变［８］。本研究观察到

ＯＡ软骨细胞中Ｃｏｌ２ａ１的 ｍＲＮＡ和蛋白表达显著

降低，与文献报道晚期ＯＡ软骨细胞Ｃｏｌ２ａ１基因和

蛋白表达降低的程度［８］接近，显示在 ＯＡ早期软骨

细胞的功能即受到严重损害。ＭＭＰ１３是重要的软

骨基质降解酶，ＭＭＰ１３的增加能加剧软骨的退

变［１１］。本研究观察到ＯＡ４周和８周时软骨细胞中

ＭＭＰ１３的表达均显著增加，提示及早干预这种变

化有利于预防早期关节炎，防止ＯＡ进一步发展，特

别是在关节影像学发生改变以前干预，可以避免关

节置换手术。

本研究通过转染外源性ｄｓｍｉＲＮＡ１４０来提高

ｍｉＲＮＡ１４０的表达，发现ＯＡ早期软骨细胞Ｃｏｌ２ａ１

的基因和蛋白表达在４周时均得到增加，到８周时

略有增加，但增加幅度不大；同时 ＭＭＰ１３表达显著

下降，８周时几乎降低了一半。研究初步显示ｄｓ

ｍｉＲＮＡ１４０在改善早期 ＯＡ软骨细胞功能方面具

有积极作用。

尽管 ｍｉＲＮＡ１４０在 ＯＡ研究中展示了良好的

应用前景［１５］，但其机制还不清楚。目前在 ＯＡ软骨

细胞中确认的 ｍｉＲ１４０靶目标主要有组蛋白脱乙酰

酶 （ＨＤＡＣ４）
［１６］、趋化因子配体１２（ＣＸＣＬ１２）

［１７］、胰

岛素生长因子结合蛋白５（ＩＧＦＢＰ５）
［１１］、ＡＤＡＭＴＳ５

和 ＭＭＰ１３
［８］、Ｓｍａｄ３（ＴＧＦβ信号通路转录子）

［１１］、

天冬酰胺氨肽酶（Ｄｎｐｅｐ）
［１２］、Ｓｐ１转录子（细胞循环

调节激活剂Ｐ１５ＩＮＫ４ｂ）
［１８］、血小板源性生长因子Ａ

（ＰＤＧＦＡ）
［１９］等。这些靶目标是软骨细胞表型相关

的重要因子。ｍｉＲＮＡ１４０也会影响重要信号通路

Ｂｍｐ２（小鼠）和ＢＭＰ２（人）
［８，１３］，Ｎａｋａｍｕｒａ等

［１２］在

犿犻犚犖犃１４０基因缺失小鼠实验中证实 ｍｉＲＮＡ１４０

可作用于Ｄｎｐｅｐ，进而抑制ＢＭＰ信号通路，保持软

骨细胞分化。

ＭＭＰ１３是软骨细胞最重要的基质降解酶之

一，是 ｍｉＲＮＡ１４０的直接靶目标，ｍｉＲＮＡ１４０在

ＭＭＰ１３ｍＲＮＡ 的 ３′端有结合位点，负向调节

ＭＭＰ１３的表达，改善人Ｃ２８／Ｉ２软骨细胞的炎症程

度［２０］。本研究中转染外源性ｄｓｍｉＲＮＡ１４０出现



书书书

　　 　

　　 　 　　　 　 　　　 　

·６１４　　 · 第二军医大学学报　２０１４年６月，第３５卷

ＭＭＰ１３表达显著下降可能是 ｍｉＲＮＡ１４０直接作

用在 犕犕犘１３ｍＲＮＡ的结果，但转染ｄｓｍｉＲＮＡ

１４０后，Ｃｏｌ２ａ１升高的机制有待研究。Ｃｏｌ２ａ１并不

是ｍｉＲＮＡ１４０的直接靶目标，ｍｉＲＮＡ１４０表达受

Ｓｏｘ９（ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎｆａｃｔｏｒＳＲＹｂｏｘｃｏｎｔａｉｎｉｎｇｇｅｎｅ

９）调控，Ｓｏｘ９ 是 ｍｉＲＮＡ１４０ 的主要上游调 控

子［１５，２１］，其家族中的 ＬＳｏｘ５ 和 Ｓｏｘ６ 辅助调节

Ｓｏｘ９
［１９，２２］。Ｓｏｘ９蛋白与犆狅犾２犪１的第一个内含子中

的特异性序列结合，影响Ｃｏｌ２ａ１表达。Ｓｏｘ９上游的

调节因素很多，其中 Ｗｎｔ／βｃａｔｅｎｉｎ信号通路和

Ｓｏｘ９关系最为密切，是Ｓｏｘ９上游的重要调控开

关［１８］，该信号通路激活会强烈抑制Ｓｏｘ９表达，所以

我们设想研究中转染ｄｓｍｉＲＮＡ１４０后Ｃｏｌ２ａ１升高

的现象不是 ｍｉＲＮＡ１４０直接作用的结果，而是

ｍｉＲＮＡ１４０抑制了 Ｗｎｔ／βｃａｔｅｎｉｎ信号通路，解除

了对Ｓｏｘ９的抑制后Ｓｏｘ９表达增加所致。

脱靶效应是 ｍｉＲＮＡ１４０研究中需要考虑的一

个重要问题，ｍｉＲＮＡ１４０的靶基因很多，现发现有

５７４个，其中保守靶基因有５５个，而非保守基因则高

达５１９个
［１３］，ｄｓｍｉＲＮＡ１４０的脱靶效应 ｍＲＮＡ可

能会更多［２３］。

Ｍｉｙａｋｉ和Ｎｉｃｏｌａｓ等
［８，１３］认为ｍｉＲＮＡ１４０影响

骨形 态 形 成 蛋 白 （ｂｏｎｅ ｍｏｒｐｈｏｇｅｎｅｔｉｓｐｒｏｔｅｉｎ，

ＢＭＰ）２ 信号通路。ｍｉＲＮＡ１４０、ｍｉＲＮＡ６７５ 受

Ｓｏｘ９、Ｓｏｘ５、Ｓｏｘ６的调节，犛狅狓９是重要的软骨细

胞外基质基因，提示ｍｉＲＮＡ１４０与软骨功能关系密

切［１５，２２］，但ｍｉＲＮＡ１４０具体调控机制目前仍不太清

楚，了解其复杂的调控机制是今后重要的研究内容。

除ｍｉＲＮＡ１４０外，其他 ｍｉＲＮＡ在ＯＡ软骨细

胞中也起重要作用，沉默犿犻犚犖犃３４犪基因可以抑

制软骨细胞的凋亡［２４］。ｍｉＲＮＡ２３ｂ通过下调蛋白

激酶Ａ信号通路而促进 ＭＳＣｓ分化为软骨细胞
［２５］。

ｍｉＲＮＡ２７ｂ抑制ＯＡ软骨细胞 ＭＭＰ１３的表达
［５］。

ＭａｒｔｉｎｅｚＳａｎｃｈｅｚ等
［２６］发现正常人软骨细胞中 ｍｉＲ

ＮＡ１４５的增高抑制软骨细胞外基质基因（Ｃｏｌ２ａ１、蛋

白多糖等）以及 ｍｉＲＮＡ６７５、ｍｉＲＮＡ１４０的表达，而

ＲＵＮＸ２和ＭＭＰ１３表达增高。ｍｉＲＮＡ２２可调节ＩＬ

１β、ＢＭＰ７和ＢＭＰ１３等的表达，抑制软骨细胞炎症反

应和分解代谢［６，２７］，这些 ｍｉＲＮＡ在软骨细胞中组成

复杂的调控网络，而ｍｉＲＮＡ１４０在其中的地位有待

研究。

ｍｉＲＮＡ同时精细调节多种基因的功能强于

ｓｉＲＮＡ，在临床应用中也可能取得更好的效果。

ｍｉＲＮＡ１４０揭示了 ＯＡ 病因病理新的领域，明确

ｍｉＲＮＡ１４０在ＯＡ软骨细胞中的作用和机制，特别

是其靶基因，可能为ＯＡ治疗提供新的策略与思路。
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